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Introduction Contexte

Un peu d’histoire

La mesure de l’expression des gènes

1977 : Northern blot : mesure de l’expression d’un gène.

1991 : Premières puces à ADN [1] : mesures de plusieurs gènes.

Démocratisation (coût et temps) au cours des 3 décennies.

Utilisation pour comparer des profils d’expression entre eux [2, 3].

Formalisation des connaissances biologiques

Augmentation des connaissances sur les interactions entre entités biologiques et leurs rôles.

Besoin de formaliser celles-ci selon les besoins en base de données.

I Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) en 1995.
I Gene Ontology (GO) project en 1998.
I NCI-Nature Pathway Interaction Database (NCI-PID) en 2005.
I Causal Bionet (CBN) en 2011, etc...

Utilisation de ces bases, en intégrant des données d’expression de gènes : Cumul des connaissances et des
observations.
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Introduction État de l’art

Intégration des données expérimentales avec des pathways : GSEA

Spécificités

Approche proposée en 2005 [4] utilisant la base de données MSigDB.

Un pathways⇒ gènes/protéines réunis a-priori sur la base de leur implication dans les mêmes voies biologiques ou de
leur localisation génétique.

Classification des gènes basée sur la différence d’expression entre 2 populations à discriminer (généralement p-value).

Identification des pathways sur-représentés via le score des gènes de ces pathways.

Identification des fonctions biologiques caractéristiques à une population.

Inconvénients

Les interactions entre les pathways ne sont pas considérées.

Prend en compte les conséquences de la transcription des gènes (forward assumption) mais pas les causes de cette
transcription (backward assumption).

Identifie des pathways activés/inhibés mais pas les mécanismes à leur origine (Causalité).
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Introduction Notre approche

Notre approche

Objectifs

Confronter un graphe de régulation avec des profils d’expression de gènes par un raisonnement logique.

En déduire l’état des autres éléments de ce graphe de régulation (protéines, complexes) pour chaque profil.

Identifier des entités clés et leurs variations.

Identifier des potentiels cibles thérapeutiques.

Spécificités

Considère tous les pathways et leurs connexions.

Intègre les interactions entre les gènes et les entités biologiques et leurs types (activation/inhibition).

Raisonnement global : Effets et causes des variations d’expression des gènes

Intègre l’information des gènes peu variants afin d’enrichir le modèle.

Méthode implémentée en ASP (answer set programming) : IGGY [5]
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Coloration de graphe Formalisme

Formalisme

Un réseau de régulation⇒ Un graphe simple, orienté avec des arcs signés (+,-).

Un nœud coloré⇒ Un nœud associé à une coloration {+,-,0}.

Des observations d’expression de gènes {+,-,0}⇒ Des nœuds colorés.

Un graphe coloré⇒ Un graphe dont chaque nœud est coloré.

Un graphe coloré cohérent⇒ un graphe coloré dont la coloration de chaque nœud respecte des Règles de
cohérences.

I Pour qu’une coloration soit valide, les colorations de tous les nœuds doivent être “expliquées“.

Input :

I Un réseau de régulation
I Des observations d’expression de gènes {+,-,0}

Output : Des nœuds non-observés colorés : +,-,0.

Bertrand Miannay Modélisation de la cohérence graphe/données 8 juin 2017 8 / 27



Coloration de graphe Règles de cohérences

Règles de cohérences

Tous les inputs (nœuds sans prédécesseurs) sont cohérents.

Les nœuds variants (+,-) ont à être expliqués par, au moins, un prédécesseur.

Les nœuds invariants (0) doivent être expliqués par :

I des prédécesseurs invariants.
I 2 prédécesseurs dont l’effet se compense (un activateur, un inhibiteur).
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Coloration de graphe Réparations

Réparations

Réparations : MCOS-repairs

S’il n’y a pas de solution cohérente.

Le graphe ne suffit pas à expliquer toutes les colorations⇒ Ajouter des influences artificielles pour expliquer des
colorations

Revient à minimiser le nombre de nœuds incohérents.

Recherche des ensembles minimaux de corrections du graphe (MCOS) nécessaires pour rétablir la cohérence.
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Coloration de graphe Prédictions

Prédictions

Soit un graphe G(V ,E ,α), et un ensemble d’observation β.

Il existe un ensemble S de colorations cohérentes de G avec ou sans réparations.

Dans S, il peut y avoir pour un nœud n donné, plusieurs signes possibles.

On peut associer à chaque couple (n,s) tel s ∈ {+,−,0} un booléen.

Ce booléen sera True si la coloration s du nœud n est possible.

Couple (A,+) (A,-) (A,0) (B,+) (B,-) (B,0) (C,+) (C,-) (C,0)

Booléen True True False True False False True False False
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Application Contexte et données

Application sur le myélome multiple

Contexte
Cancer touchant les plasmocytes, incurable malgré les importantes avancées dans les traitements [6, 7].

Importante hétérogénéité intra et inter individus [8, 9].

Besoin d’améliorer la caractérisation des patients atteints.

Données
Données d’expression de gènes (Puces Affymetrix à Exon) :

I 602 patients atteints du myélome multiple (MC).
I 9 individus normaux (NPC).

Base de données de régulation : NCI-PID [10].
I Base de données contenant information sur les phénomènes de transcription.
I Génération du graphe connectant 3 voies de signalisation connues dans le MM (IL6/IL6-R, IGF1/IGF1-R et CD40)

[11] avec les gènes variants.
I Graphe généré de 2756 noeud et 3419 arcs.
I Compaction en un graphe de 596 noeud (529 gènes) et 960 arcs.

Prédictions pour les 611 individus de l’état des nœuds non-observés avec IGGY.
Analyses sur les prédictions des nœuds non-observés des individus.
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Application Graphe généré

Graphe généré
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Application Graphe généré

Graphe généré après compaction
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Application Classification entre MC et NPC basée sur les prédictions

Classification entre MC et NPC basée sur les prédictions

Peut-on trouver des couples (nœuds signes) spécifiques aux individus MC ?

nœud Signe FrequenceNPC FrequenceMC p.val (Fisher)

JUN/FOS[n] - 44,4% 95,6% 2.65E-005

FOXM1*[c] - 22,2% 77,4% 7.97E-004

STAT6*[c] - 22,2% 76,4% 1.05E-003

EGF/EGFR*[m] + 55,6% 93,5% 2.08E-003

Src* + 55,6% 93,5% 2.08E-003

TABLE : Comparaison des fréquences de colorations
entre NPC et MC (5 meilleur p.val).

FIGURE : Arbre de décision basé sur les prédictions entre
NPC et MM
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Application Classification entre MC et NPC basée sur les prédictions

Résultat des classification : JUN/FOS et FOXM1

Comparaison des 2 méthodes de classification
(JUN/FOS[n],-) et (FOXM1*[c],-) semblent être des marqueurs intéressants pour caractériser les MC.

(JUN/FOS[n],-)

Équivalent à l’activité de la voie JUN/FOS.

Rôle en induction de l’apoptose, survie cellulaire et prolifération.

Identifié comme inhibée en MM[12].

(FOXM1*[c],-)

Équivalent à la voie FOXM1.

Rôle en tumorigenèse, apoptose, angiogenèse.

Activation identifiée comme un facteur de mauvais pronostic[13].

Individus avec prédiction de l’inhibition de la voie FOXM1 tendent à avoir une meilleur survie.
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Application Classification entre MC basée sur les durée de survie (OS)

Classification entre MC basée sur les durée de survie (OS) 1

Est-ce que ces couples (nœuds signes) peuvent apporter une information pronostique ?
Étude sur 450 patients avec traitement homogène.

FIGURE : Courbe de survie des patients MC prédisant le
couple (G1/S transition of mitotic cell cycle, -) et
ceux sans

FIGURE : Courbe de survie des patients MC prédisant
(RB1/E2F1-3/DP[n],+) et ceux sans

1. Analyse menée par Loïc Campion
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Application Classification entre MC basée sur les durée de survie (OS)

Résultat des classification intra-MC

(G1/S transition of mitotic cell cycle, -)
Equivalent à la prolifération cellulaire

Identifiée comme facteur de bon pronostic si inhibé

L’activation de la prolifération constitue aussi un facteur de mauvais pronostic (non-gardé en modèle
multivarié)

Difficilement ciblable en visée thérapeutique

(RB1/E2F1-3/DP[n],+)
Activation identifiée comme facteur de bon pronostic

Equivalent à l’activité de la voie RB1

Voie régulatrice du cycle cellulaire [14]

Approches thérapeutiques visant à réactiver la voie RB1.
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Application Comparaison avec les données biocliniques

Comparaison avec les données biocliniques 2

Est-ce que ces couples (nœuds signes) peuvent apporter une information pronostique différente de celle
apportée par les données biocliniques ?

TABLE : Analyse univariée des données biocliniques.

Paramêtres HR 95%CI P.value

β2-microglobulin, mg/L ≥ 5.5 v
< 5.5

2.03 1.35 - 3.05 0.001

t(4,14), Yes textitv no 3.19 2.08 - 4.89 < 0.01

del17p > 60 v ≤ 60 4.16 2.53 - 6.83 < 0.01

2. Analyse menée par Loïc Campion
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Application Comparaison avec les données biocliniques

Comparaison avec les données biocliniques

Est-ce que ces couples (nœuds signes) peuvent apporter une information pronostique différente de celle
apportée par les données biocliniques ?

TABLE : Analyse univariée des données biocliniques et des couples identifiés.

Paramêtres HR 95%CI P.value

β2-microglobulin, mg/L ≥ 5.5 v
< 5.5

2.03 1.35 - 3.05 0.001

t(4,14), Yes v no 3.19 2.08 - 4.89 < 0.01

del17p > 60 v ≤ 60 4.16 2.53 - 6.83 < 0.01

(G1/S transition of mitotic cell
cycle, -), yes v no

0.33 0.22 - 0.47 < 0.01

(RB1/E2F1-3/DP[n],+), yes v no 0.49 0.33 - 0.75 0.001
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Application Comparaison avec les données biocliniques

Comparaison avec les données biocliniques

Est-ce que ces couples (nœuds signes) peuvent apporter une information pronostique différente de celle
apportée par les données biocliniques ?

TABLE : Analyse multivariée des données biocliniques et des couples identifiés.

Paramêtres HR 95%CI P.value

β2-microglobulin, mg/L ≥ 5.5 v
< 5.5

1.53 0.99 - 2.35 0.056

t(4,14), Yes v no 2.41 1.49 - 3.90 < 0.01

del17p > 60 v ≤ 60 3.16 1.80 - 5.56 < 0.01

(G1/S transition of mitotic cell
cycle, -), yes v no

0.47 0.30 - 0.72 < 0.01

(RB1/E2F1-3/DP[n],+), yes v no 0.58 0.36 - 0.93 0.025
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Application Comparaison avec les données biocliniques

Comparaison avec les données biocliniques

Est-ce que ces couples (nœuds signes) peuvent apporter une information pronostique différente de celle
apportée par les données biocliniques ?

Modèle pronostique sur données biocliniques : 3 paramètres
log-likelihood : -496.62

P.value : 10−7

AIC (Akaike information criterion) : 999.2

Modèle pronostique sur données biocliniques et couples identifiés : 5 paramètres
log-likelihood : -486.90

P.value : < 10−10

AIC : 983.8

Comparaison des 2 modèles
AIC5p < AIC3p

P.value 3 paramètres vs 5 paramètres : < 10−4
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Conclusion

Conclusions

Classification NPC vs MC
Identification de 2 nœuds (JUN/FOS[n],-) et (FOXM1*[c],-) comme spécifiques aux MM

Équivalent à l’activité des 2 voies de signalisations JUN/FOS et FOXM1

Voies connues dans le MM

Classification sur la survie
Identification de la prolifération cellulaire inhibée comme marqueur de bon pronostic.

Identification de l’activité du complexe RB1/E2F1-3/DP comme marqueur de bon pronostic.

Phénomène et voie connue dans le MM comme associée à une survie supérieure.

Réactivation de la voie RB1 actuellement étudiée comme traitement du MM[15].

Information pronostique non-redondante avec celles des données biocliniques.

Résultats soumis à Scientific Report
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Conclusion

Conclusions

Méthode
Approche par coloration de graphes permet d’identifier d’inférer un profil moléculaire spécifique à partir
d’un profil d’expression de gènes et d’un graphe de régulation.

Identification de marqueurs pronostiques.

Possibilité de caractériser un nouvel individu.

Estimation de l’impact d’une perturbation (non-montré)

Perspectives

Élargissement sur d’autres voies moins étudiées.

Identification des blocs du graphe interdépendants⇒ Les composants

Application sur la base PID entière.

Application sur autres bases de données.

Bertrand Miannay Modélisation de la cohérence graphe/données 8 juin 2017 26 / 27



Conclusion

Merci de votre attention
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Le myélome multiple (MM)

Atteint les plasmocytes (moelle osseuse).

1% des cancers en France.

Maladie incurable malgré les importantes avancées dans les traitements [6, 7].

Importante hétérogénéité intra et inter individus [8, 9].

Besoin d’améliorer la caractérisation des patients atteints.
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Données d’expression

Profils d’expression de gènes :

I Puces Affymetrix à Exon.
I Avec 50ng d’ARN à partir de cellules plasmatique CD138 purifiées.

Profils d’expression de 611 individus dont :

I 602 patients atteints de MM (MC).
I 9 individus sains (NPC)

Discrétisation pour identifier les gènes variants (+,-) et invariants (0) par rapport aux individus NPC.

Base de données

Base de données NCI-PID (Pathway Interaction Database)[10].

I 18154 nœuds (protéines, gènes, complexes, réactions, etc.) et 29936 arcs (activation, inhibition, complexation,
transcription, etc.).

I 634 gènes (précédés par un phénomène de transcription).
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Discrétisation

Discrétisation de chaque gène basée sur l’expression moyenne chez les NPC.
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Prédictions

Prédictions pour les 611 individus de l’état des nœuds non-observés avec IGGY [5] : implémentation de la
méthode en ASP (Answer Set Programming). Correction par Mcos.

Signes Nœuds observés Nœuds prédits

NPC (9) MC (602) NPC (9) MC (602)

+ 34 % 38 % 26 % 40 %

- 34 % 51% 26 % 35 %

0 32 % 11 % 24 % 4 %

{+,-} 0 % 0 % 7 % 8 %

{-,0} 0 % 0 % 2 1 %

{+,0} 0 % 0 % 3 % % < 1 %

{+,-,0} 0 % 0 % 13 % 12 %

total (moyenne par ind.) 2195 (244) 222299 (369) 5589 (377) 373842 (252)
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Validation des prédictions

Prédiction de 50% des observations avec les 50% restantes.

Comparaison avec des jeux d’observations randomisés (1000 runs).

Précision obtenue de 0.44. (Précision théorique à 33%).

Test de Student renvoie une p.valeur inf. à 2.2e-16.
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Classification entre MC et NPC basée sur les prédictions

Réduction du nombre de couples
Uniquement les couples avec les signes + et -.

Uniquement les nœuds non-observés.

Classification supervisée : arbre de décision
Basée sur un arbre de décision.

Poids des NPC augmenté par 67.

Permet de contrebalancer la sur-représentation des MC.

Classification non-supervisée : fréquences
Recherche de la fréquence de chaque couple (nœud,signe) chez NPC et MC.

Comparaison de ces fréquences par un test de Fisher.

Recherche des couples significativement sur-représentés chez les MC par rapport aux NPC.
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FOXM1 : Validation de la prédiction

Comparaison des patients avec et sans (FOXM1*[c],-) et leur niveaux de transcription de FOXM1.

Test de Student renvoie une p.valeur inf. à 0.0001.

Les patients avec une prédiction d’inhibition de FOXM1 ont un niveau de transcription de FOXM1 plus
faible que ceux sans.
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FOXM1 : Facteur de survie ?

(FOXM1*[c],-)
Comparaison des patients avec et sans (FOXM1*[c],-) et la durée de survie.

Test du log-rank renvoie une p.valeur inf. à 0.1.

Les individus ayant une prédiction de l’inhibition de la voie FOXM1 ont tendance à avoir une durée de
survie plus importante.
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FIGURE : sous-graphes issus de JUN/FOS (gauche) et FOXM1 (droite) avec une coloration provenant d’un patient
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